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EPITOPES PEPTIDIQUES RECONNUS PAR DES AUTO -ANTI CORPS 
ANTI FILAGGRINE PRESENTS DANS LE SERUM DES PATIENTS 
ATTEINTS DE POLYARTHRITE RHUMATOIDE . 

La presente Invention est relative a de 
5 nouvelles preparations d' antigenes specif iquement 
reconnus par des auto -anti corps specif iques de la 
polyarthrite rhumatoide. 

La polyarthrite rhumatoide (ci apres abregee 
en " PR ") est le plus frequent des rhumat ismes 
10 inf lammatoires chroniques. II s'agit d'une maladie auto- 
immune, et le serum des patients atteints contient des 
auto-anticorps dont certains sont specif iques, et peuvent 
constituer un marqueur de cette maladie, permettant son 
diagnostic meme a des stades precoces. Des recherches ont 
15 done ete effectuees en vue d' identifier des antigenes 
reconnus par ces anticorps, afin d'en obtenir des 
preparations purifiees utilisables dans des techniques 
classiques de diagnostic immunologique . 

Des auto-anticorps specif iquement presents 
20 chez les malades atteints de PR et reagissant avec un 
antigene epithelial oesophagien de rat ont ete decrits 
pour la premiere fois par B. J . J. YOUNG et al . dans Br. 
Med. J. 2:97-99, (1979). Ces auto-anticorps ont ete a 
l'epoque denommes "anticorps antikeratines" . 
25 Lors de precedents travaux, 1 ' equipe des 

Inventeurs a obtenu, a partir d' epitheliums malpighiens 
humain et murin, des preparations d' antigenes apparentes 
a la filaggrine et a la prof ilaggrine , reconnus 
specif iquement par les anticorps presents dans le serum 
30 de patients atteints de polyarthrite rhumatoide, et 
montr^ que les tt anticorps antikeratines " etaient en 
fait des auto-anticorps anti- filaggrine (ci-apres 
denommes w AAF ").. La Demande EP 0 511 116 decrit ces 
preparations antigeniques, et leur utilisation pour le 
35 diagnostic de la polyarthrite rhumatoide. 
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Les filaggrines sont une famille de proteines 
qui a ete identifiee chez diverses especes, entre autres 
chez l'homme, le rat, la souris, le cobaye, au niveau des 
epitheliums malpighiens keratinisants [pour revue sur les 

5 filaggrines, cf . DALE et al . (The Keratinocyte Handbook, 
Cambridge University Press, pp 323-350, (1994)]. Elles 
derivent de la dephosphorylation et de la proteolyse d'un 
precurseur, la prof ilaggrine , qui est constitute 
essentiellement de domaines rep£t£s de f ilaggrine separes 

10 par des segments peptidiques interdomaines . 

Le gene codant pour la prof ilaggrine se 
compose de sous -unites repetees dont chacune code pour 
une molecule de f ilaggrine, separees par des portions 
codant pour les segments peptidiques interdomaines. 

15 Toutes les unites de repetition codant pour chacune des 
filaggrines humaines ont la meme longueur (972 paires de 
base chez l'homme) ; cependant, chez l'homme, on observe 
des variations importantes (10-15%) de sequence d'une 
sous -unite a. 1' autre. Si la plupart sont conservatives, 

20 certaines de ces variations induisent des changements 
d'acides amines et dans certains cas des changements de 
la charge electrique de la proteine. Ainsi les 
filaggrines humaines foment , independamment des 
modifications post- transcriptionnelles , une population 

25 heterogene de molecules de taille similaire mais de 
sequences et de charges (pHi egal a 8,3 ± 1,1) 
differentes [GAN et al . , Biochem. 29, ' p. 9432-9440 
(1990) ] . 

La prof ilaggrine est une protiine de poids 
30 moleculaire eleve (environ 400 000 chez l'homme) soluble 
en presence de fortes concentrations de sels ou d'uree. 
Elle possede une forte teneur en acides amines basiques 
(arginine et histidine) , ainsi qu'en glycine, serine et 
acide glut ami que . Elle est pauvre en acides amines non 
35 polaires et ne contient ni methionine, ni cysteine, ni 
tryptophane. Elle est fortement phosphorylee sur des 
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residus serine, ce qui lui confere un point isoelectrique 
proche de la neutral ite. 

La prof ilaggrine est clivee en unites 
filaggrine au cours d'un processus complexe de 
maturation, impliquant une dephosphorylation, suivie d'un 
clivage par des proteases au niveau des segments 
interdomaines. Ce clivage genere d'abord des fragments de 
taille intermediate, puis les molecules f onctionnelles 

de filaggrine. 

Les filaggrines issues de la dephosphorylation 
et du clivage de la prof ilaggrine sont des proteines 
basiques dont le contenu en acides amines est similaire a 
celui des prof ilaggrines . Elles participent a 
1' organisation des filaments de keratine, et subissent 
une maturation progressive au cours de laquelle les 
residus arginine, basiques, sont convertis en residus 
citrulline, neutres, sous 1' action de la peptidylarginine 
deaminase [HARDING C.R. et SCOTT I.R., J. Mol . Biol. 170, 
p. 651-673 (1983)3. Ceci entraine une reduction de leur 
affinite pour les keratines dont elles se detachent ; 
elles sont alors totalement degradees sous 1' action de 
diverses proteases. 

Les proprietes des filaggrines et des 
profilaggrines ont ete particulierement bien etudiees 
chez le rat, chez la souris et chez 1 ' homme . La taille de 
la prof ilaggrine varie, selon les espSces, de 300 a 
400 kD et celle des filaggrines de 27 a 64 kD. 

Le polymorphisme observe chez 1' homme entre 
les sequences des unites filaggrine a l'interieur d'un 
m g me ^ ne de "prof ilaggrine n'apparait pas chez le rat et 
la souris. Les filaggrines presentent en outre une grande 
variabilite inter et intra-specif ique au niveau de leur 
sequence. Cette variabilite n'affecte toutefois pas leurs 
proprietes f onctionnelles , ni leur composition globale en 
35 acides amines, et leurs proprietes biochimiques . De meme, 
les localisations tissulaires de la prof ilaggrine et des 
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filaggrines sont identiques chez les differents 
mammi feres etudies . 

En poursuivant leurs travaux, les Inventeurs 
ont constate • que la prof ilaggrine presente dans les 

5 granules de keratohyaline de 1'epiderme humain n'etait 
contrairement aux filaggrines, pas reconnue par les 
AAF [SIMON et al . Clin. Exp. Immunol, 100, 90-98 (^.995)]. 
lis ont alors teste la reactivite des AAF avec de la 
f ilaggrine recombinante , et ont constate que celle-ci non 

10 plus n'etait pas reconnue. D' autre part, il avait ete 
pr6cedemment observe que les formes des filaggrines 
epidermiques humaines principal ement reconnues par les 
AAF etaient les formes acido-neutres decrites par SIMON 
et al. [J. Clin. Invest., 92, 1387, (1993)] et dans la 

15 demande EP 0 511 116. Le fait que ces formes acido- 
neutres correspondent a un stade> . tardif de maturation de 
la f ilaggrine, permettait de supposer que tout ou partie 
des modifications post- traductionnel les intervenant 
jusqu'a ce stade etaient impliquees dans la formation des 

20 epitopes reconnus par les AAF. 

Pour verifier cette hypothese, les Inventeurs 
ont cherche a reproduire in vitro, a partir de f ilaggrine 
recombinante, ces modifications post- traductionnelles , 
afin de determiner lesquelles etaient susceptibles 

25 d'influer sur 1 ' antigenicity de la f ilaggrine. 

lis ont ainsi constate qu'en fait, la 
citrullination de la filaggrine suffisait a genSrer des 
epitopes reconnus par les AAF. En effet, ils ont observe, 
en procedant a la deimination in vitro de filaggrine 

30 recombinante que le remplacement d'au moins une partie 
des arginines par des citrullines permet l'obtention d'un 
antigene reconnu specif iquement par les AAF presents dans 
le serum des patients atteints de PR,. lis ont en outre 
localise des regions qui etaient apr£s citrullination, 

35 fort ement immunoreactives vis-a-vis des auto- ant icorps 
anti- filaggrine. Il s'agit en particulier de la region 
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correspondant a la portion C-terminale (acides amines 144 
a 324) et en particulier aux acides amines 144 a 314, 
ainsi que de la region correspondant aux acides amines 76 
a 144, et de la region correspondant aux acides amines 71 
5 a 119 d'une unite de filaggrine humaine . Ces travaux ont 
abouti a l'obtention d'antigenes artificiels reconnus 
specifiquement par les AAF presents dans le serum des 
patients atteints de PR, et constitues par des 
polypeptides recombinants ou de synthase, derives de la 
10 sequence de la filaggrine, ou de portions de celle-ci, 
par substitution d'au moins un residu arginine par un 
residu citrulline. Ces antigenes, ainsi que leur 
utilisation, font 1'objet de la Demande FR FR 96 10651, 
deposee le 30 aout 1996 au nom de BIOMERIEUX. 
l5 En poursuivant leur travaux, les Inventeurs 

sont parvenus a selectionner a partir de la sequence 
d'une unite filaggrine, des peptides dans lesquels la 
substitution d'au moins un residu arginine par un residu 
citrulline donnait naissance a des epitopes reconnus 
20 specifiquement par les AAF presents dans le serum des 
patients atteints de PR. 

Les sequences de ces peptides sont identifiers 
dans la liste de sequences en annexe sous les numeros 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6. 
25 on entend par : * unite filaggrine ", un 

polypeptide dont la sequence est celle du produit de 
traduction de l'une quelconque des sous-unites codant 
pour un domaine filaggrine du gene de la prof ilaggrine 
humaine ou d'une autre espece, ou bien est une sequence 
30 consensus, sequence theorique obtenue a partir des 
sequences des domaines filaggrine. 

Les Inventeurs ont maintenant identif ie des 
epitopes reconnus par les auto-anticorps anti- 
filaggrine : ces epitopes comprennent un motif 
35 tripeptidique centre sur un residu citrulline, 
specifiquement present sur les peptides citrullines 
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derives des sequences SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 6, et absent de la sequence SEQ ID NO: 4. 

II s'agit en particulier du motif 
tripeptidique Ser-Cit-His, dans lequel Cit represente un 
5 residu citrulline. 

La presente Invention a pour obj et un peptide 
const ituant un epitope reconnu par des autoanticorps 
anti-f ilaggrine presents dans le serum des patients 
atteints de polyarthrite rhumatolde, caracterise en ce 
10 que ledit epitope comprend un motif tripeptidique centre 
sur un residu citrulline, specif iquement present sur au 
moins un des peptides citrullines derives des sequences 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO : 6. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
15 presente invention, ledit peptide comprend au moins un 
motif pentapeptidique centre sur un residu citrulline, 
present sur au moins un des peptides citrullines derives 
des sequences SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6. 

Avantageusement , ledit peptide comprend le 
20 motif tripeptidique Ser-Cit-His, dans lequel Git 
represente un residu citrulline. 

A titre d'exemple, on citera des peptides qui 
comprennent le motif pentapeptidique, Xl-Ser-Arg-His-X2 
dans lequel Xl=Ser ou Gly, et X2=Ser ou Pro, et parmi 
25 ceux-ci, des peptides qui comprennent le motif 
hexapeptidique X0-X1 -Ser-Arg-His-X2 , ou le motif 
heptapeptidique X0-Xl-Ser-Arg-His-X2-X3 , dans lesquels XI 
et X2 sont tels que definis ci-dessus, X0=Asp, et X3«Gly 
ou Arg. 

30 Les peptides conformes a 1' invention 

permettent la preparation d'antigenes artificiels 
reconnus specif iquement par les auto- ant icorps anti- 
f ilaggrine presents dans le serum de patients atteints de 
polyarthrite rhumatoide. Ces antigenes artificiels font 

35 egalement partie de l'objet de la presente invention. 
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Des antigenes artificiels conforraes a 
1' invention comprennent au moins un epitope peptidique 
centre sur un residu citrulline, tel que defini ci- 
dessus. Us sont par exemple constitues par des peptides 
d'au moins 5 abides amines, de preference au moins 10 
acides amines, et avantageusement au moins 14 acides 
amines. II peut s'agir de peptides constitues par au 
moins un fragment d'au moins un des peptides citrullines 
derives des sequences SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 6, ou contenant au moins un tel fragment. Ces 
peptides peuvent comprendre plusieurs epitopes 
citrullines specif iquement reconnus par les AAF, de : 
sequences identiques ou differentes. 

Le terme "peptide" tel qu' utilise dans la 
15 presente Demande signifie notamment proteine ou fragment 
de proteine, oligopeptide, extrait, separe ou 
substantiellement isole ou synthetise, notamment ceux 
obtenus par synthese chimique ou par expression dans un 
organisme recombinant ; tout peptide dans la sequence 
duquel un ou plusieurs acides amines de la serie L, sont 
remplaces par un acide amine de la serie D, et vice- 
versa ; tout peptide dont 1 ■ une au moins des liaisons CO- 
NH, et avantageusement toutes' les liaisons CO-NH de la 
chalne peptidique est (sont) remplacee(s) par une (des) 
liaisons NH-CO ; tout peptide dont l'une au moins des 
liaisons CO-NH et avantageusement toutes les liaisons CO- 
NH est ou sont remplacee(s) par une ou des liaison (s) NH- 
CO, la chiralite de chaque residu aminoacyle, qu'il soit 
impliquS ou non dans une ou plusieurs liaisons CO-NH sus- 
mentionnees, etant soit conservee, soit inversee par 
rapport aux residus aminoacyles constituant un peptide de 
reference, ces composes etant encore designes 
immunoretroides, un mimotope, etc. 

Des antigenes conf ormes a 1 1 invention peuvent 
par exemple etre obtenus par action de la PAD (peptidyl 
arginine deaminase) sur des proteines ou des peptides 
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naturels, recombinants, ou de synthese, comportant des 
residus arginine, et en particulier comprenant au moins 
un residu arginine constituant le centre d'un motif 
tripeptidique identique a ceux presents dans les 

5 sequences SEQ ID NO : 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 ; ils 
peuvent egalement etre obtenus par synthese peptidique , 
en incorporant directement un ou plusieurs residus 
citrulline, et de preference, un ou plusieurs epitopes 
comprenant un residu citrulline, tels que definis ci- 

10 dessus, dans le peptide synthetise . 

La presente Invention a egalement pour objet 
1 ' utilisation des antigenes conformes a 1' invention, tels 
que definis ci -dessus, pour le diagnostic in vitro de la 
PR. 

15 La presente invention englobe en particulier 

des compositions antigeniques pour le diagnostic de la 
presence d 1 auto- ant icorps specif iques de la PR dans un 
echantillon biologique, lesquelles compositions sont 
caracterisees en ce qu'elles contiennent au moins un 

20 antigene conforme a 1' invention, eventuellement marque 
et/ou conjugue avec une molecule porteuse. 

La presente Invention a egalement pour objet 
un procede de detection des auto-anticorps de classe G 
specif iques de la PR dans un echantillon biologique, 

25 lequel procede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact dudit echantillon biologique avec au 
moins un antigene conforme a 1' Invention, tel que defini 
ci -dessus, dans des conditions permettant la formation 
d ( un complexe ant igene/ant icorps avec les auto-anticorps 

30 specifiques de la PR Eventuellement presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du complexe 
antigdne/anticorps eventuellement forme. 

Ce proc€d6 de detection peut etre mis en 
oeuvre grace a un necessaire comprenant au moins un 
35 antigene selon 1' Invention, ainsi que des tampons et 
reactifs appropries pour la constitution d'un milieu 
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reactionnel permettant la formation d'un complexe 
antigene/anticorps, et/ou des moyens de detection dudit 
complexe antigene/anticorps. 

Ledit necessaire peut egalement comprendre, le 
cas echeant, des echantillons de reference, tels qu'un ou 
plusieurs serum (s) negatif(s) et un ou plusieurs serum (s) 
positif (s) . 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation et de mise en oeuvre 
d'antigenes conformes a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : DEIMINAT I ON IN VITRO DE FILAGGRINE 
RECOMBINANTS PAR LA PEPTIDYL ARGININE DEIMINASE (P.A.D.) - 
De la filaggrine recombinante est produite 

15 selon le protocole suivant : 

Un fragment d'ADN codant pour une unite 
filaggrine est amplifie par PCR, a partir d'ADN genomique 
humain (cellules RAJI : ATCC CCL86) a l'aide des 2 
amorces suivantes : 
20 Amorce 5' : 

5 ' TTCCTATACCAGGTGAGCACTCAT 3 ' 

Amorce 3 ' : 

5 ' AGACCCTGAACGTCCAGACCGTCCC 3 ' 

Le produit d' amplification est clone dans le 
site Smal du vecteur pUC19. On procede a la selection des 
clones recombinants, en verifiant la presence d'un insert 
de 972 pb obtenu apres digestion avec Sad et Xbal . Cet 
insert est ensuite sous-clone dans pUC19. L' insert 
resultant de ce sous-clonage est ensuite transfere. dans 
le vecteur pGEX (commercialise par la societe PHARMACIA) , 
entre les sites EcoRI et Hindlll. Le vecteur d' expression 
ainsi obtenu exprime, dans E. coli, la filaggrine en 
fusion avec la glutathion-S- transferase (GST), sous 
controle du promoteur procaryote Tac. La synthese de la 
proteine recombinante est induite par addition 
d' isopropyl-P-D-galactoside (IPTG) a la culture. 
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La filaggrine recombinants ainsi obtenue sera 
denotnmee ci-apres : w fil-gst ". 

On constate apres electrophorese, 1' existence 
de 9 fragments qui resultent d'une proteolyse post- 
5 traductionnelle de la filaggrine entiere. 

Le melange des 9 fragments est soumis a une 
deimination in vitro par la peptidyl arginine deiminase. 

On utilise une preparation de peptidyl 
arginine deiminase de muscle de lapin (681 U/ml) 
10 commercialisee par TAKARA BIOMED EUROPE , selon le 
protocole preconise par le f abricant . 

Les conditions operatoires sont les 

suivantes : 

- Milieu reactionnel : Tris-HCl 0,1 M, CaCl 2 
15 10 mM, DTT 5 mM, pH 7,4 ; 

- Rapport enzyme/ subs t rat : 14 0 mU/umole de 
filaggrine contenant 10% d' arginine soit 4 mU/umole 
d' arginine ; 

- Incubation : entre 0' et 60 mn a 50 °C ; 

20 - Arret de la reaction : chauffage 3 mn en 

tampon de LAEMMLI 

On effectue en parallele les 8 reactions 

suivantes . 

(1) BSA (serum albumine bovine) incubee dans 
25 milieu rSactionnel (In, 50 °C) sans P.A.D. 

(2) BSA incubee dans milieu reactionnel (In, 
50°C) avec 60 mU de P.A.D. 

(3) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(lh, 50°C) sans P.A.D. 

30 (4) fil-gst incubee dans milieu reactionnel (5 

minutes a 50 °C) avec 60 mU de P.A.D. 

(5) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(15 minutes a 50°C) avec 60 mU de P.A.D. 

(6) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
35 (30 minutes a 50 °C) avec 60 mU de P.A.D. 
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(7) fil-gst incubee dans milieu react ionnel 
(lh a. 50°C) avec 60 mU de P.A.D. 

(8) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(lh a 50°C) avec 60 mU de P.A.D. et en presence de 10 mM 
de N-ethylmaleimide (inhibiteur de la P.A.D.) . 

On depose 1 jil de chaque echantillon sur un 
gel d'electrophorese (gel PHAST*-SDS 12,5%, PHARMACIA), et 
on realise 1 ' electrophorese avec 1'appareil PHAST - SYSTEM 
(PHARMACIA) , dans les conditions preconisees par le 
fabricant. Apres transfert sur nitrocellulose, on revele 
soit avec un pool de 5 serums de patients . atteints de 
PR , dilue au 1/2000 soit avec l'anticorps monoclonal 
anti-f ilaggrine AHF2 [SIMON et al . J*. Invest. Dermatol. 
105, 432, (1995)] a la concentration de 0,2 ug/ml. 

Le complexe antigene/anticorps est revele a 
l'aide d'un anticorps secondaire couple a la peroxydase, 
par la technique ECL. 

Les resultats montrent qu'en 1' absence de 
reaction de citrullination, la fil-gst n'est pas reconnue 
par les serums de patients atteints de PR, alors que des 
5 minutes de citrullination, elle est detectee par ces 
serums. On constate une augmentation de la reactivite 
avec le pool de serums quand on fait agir la P.A.D. 
pendant 60 minutes a 50°C. 

En outre, ces resultats permettent de supposer 
qu'il existe un ou plusieurs epitopes de forte af finite 
dans la moitie COOH- terminale de la filaggrine (positions 
144 a 324), cet ou ces epitope (s) etant repete(s) entre 
les positions 76 et 144. 

EXEMPLE 2 : CITRULLINATION DES PEPTIDES S-47-S ET S-35-R 
PAR LA P.A.D, ET ESSAI DE LA REACTIVITE DES PEPTIDES 
CITRULLINES . 

Le peptide de 49 acides amines S-47-S de 
sequence (code 1 lettre) : 

NH 2 -STGHSGSQHSHTTTQGRSDASRGSSGSRSTSRETRDQEQSGDGSRHSGS - COOH 
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correspondant aux acides amines 71 a 119 de la 
sequence d'une unite de filaggrine humaine, et comportant 
6 residus arginine, et 

le peptide de 37 acides- amines S-35-R de 

5 sequence (code 1 lettre) : 

NH 2 - SQDRDSQAQSEDSERRSASASRNHRGSAQEQSRDGSR - COOH 

correspondant aux acides amines 155 a 191 de 
la sequence d'une unite de filaggrine humaine, et 
comportant 7 residus arginine, ont ete prepares par 

10 synthese peptidique. Les peptides S-47-S et S-35-R sont 
represents dans la liste de sequences en annexe sous les 
numeros respectifs SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO: 4. 

Ces 2 peptides, ainsi que la fil-gst, ont ete 
citrullines par action de la P.A.D., pendant 30 minutes a 

15 50 *C, dans le meme milieu react ionnel que celui indique a 
l'exemple 1. Les conditions specif iques pour chaque 
peptide, et pour la fil-gst sont les suivantes : 

- peptide S-47-S : 4 mU/umole arginine 

- peptide S-35-R : 2,7 mU/umole arginine 
2 0 - fil-gst : comme indique a l'exemple 2. 

On compare, par » dot-blot ", la reactivite de 
chaque peptide et celle de la fil-gst, avant et apres 
action de 1' enzyme, vis-a-vis de l'anticorps monoclonal 
AHF4, et du serum d'un patient atteint de PR. 
25 Les conditions operatoires sont les 

suivantes : 

0,5 ug par depot de chaque antigene 

(peptides, fil-gst, variants acido-neutres de la 

filaggrine (VAF) ) 
30 - Traitement de la nitrocellulose 45 minutes a 

8 0 °C , avant immunodetection . 

- serum PR utilise a la dilution de 1/2000 ; 
anticorps monoclonal AHF4 utilise a une concentration de 
0 , 2 ug/ml 

35 Les resultats montrent que : 
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- AHF4 reconnait le peptide S-47-S et la fil- 
gst citrullines ou non, mais ne reconnait pas S-35-R, 

citrulline ou non. 

S-47-S est reconnu, apres citrullination, 
par le serum du patient atteint de PR, alors que S-35-R, 
citrulline ou non, n'est pas reconnu. Le meme serum 
reconnait par ailleurs les VAF et la fil-gst citrullinee, 
mais ne reconnait pas la fil-gst non-citrullinee . 
EXEMPLE 3 : SYNTHESE DES PEPTIDES E-12-H ET E-12-D 
CITRULLINES ET NON CITRULLINES ET ESSAI DE LA REACTIVITE 

DES PEPTIDES . 

Les peptides E-12-H et E-12-D ont ete 
determines par reference aux sequences nucleotidiques du 
gene de la prof ilaggrine humaine decrites par GAN S.Q et 
al. [Biochemistry, 29 : 9432-9440, (1990)]. 

Le peptide de 14 acides amines E-12-H de 

sequence (code 1 let t re) : 

NH 2 -EQSADSSRHSGSGH-C0OH 
comprend 1 residu arginine, et 

le peptide de 14 acides amines E-12-D de 

sequence (code 1 lettre) : 

NH 2 -ESSRDGSRHPRSHD-COOH 
comprend 3 residus arginine . 

Les peptides E-12-H et E-12-D sont represented 
dans la liste de sequences en annexe sous les numeros 
respectifs SEQ ID NO: 5 et SEQ ID NO : 6. 

Ces peptides ont ete prepares par synthese 

peptidique en phase solide. 

Les peptides E-12-H et E-12-D citrullines ont 
ete % synthetises directement par incorporation d'une 
citrulline en remplacement d'une arginine. 

Pour le peptide E-12-D, seul le residu 
arginine correspondant au 8 ftme acide amine de la sequence 
a ete remplace par une citrulline lors de la synthese 
35 peptidique. 
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La reactivite de chaque peptide citrulline et 
non citrulline a ete testee respectivement vis-a-vis d'un 
serum normal, de deux serums de patients PR, d'anticorps 
anti-filaggrine (AFAs) purifies a partir d'un pool de 45 
5 serums de patients PR et d'anticorps anti-filaggrine 
purifies a partir de 12 serums de patients PR. 
PROTOCOLE EXPERIMENTAL : 

Les puits de plaques de microtitration NUNC 
MAXISORP ont ete revetus respectivement a l'aide des 

10 peptides E-12-D et E-12-H non- c it rul lines et citrullines, 
dilues a une concentration de 5 ng/ml dans un tampon PBS 
(pH: 7,4) et incubes pendant une nuit a 4°C (volume 
final : 100 ug/puits) . Les puits ont ete satures pendant 
30 minutes a 37°C en PBS-Tween 20, 0,05% gelatine 2,5%, 

15 200 ul/puits. Le serum de controle negatif (serum normal) 
a ete dilue au 1/120. Les anticorps anti-filaggrine ont 
ete dilues en PBS-Tween 20, 0 , 05%-gelatine 0,5% (PBS TG) 
de sorte que les concentrations finales en auto-anticorps 
anti-filaggrine soient celles indiquees dans le tableau I 

20 annexe. Le serum de controle negatif, les serums PR et 
les anticorps anti-filaggrine ont ete ajoutes (volume 
final : 100 ul/puits) et soumis a incubation pendant 
1 heure a 37°C et une nuit a 4°C. Des anticorps de chevre 
anti-chaines lourdes gamma des immunoglobulines humaines, 

25 marques a la peroxydase (commercialises par la societe 
SOUTHERN BIOTECHNOLOGIES) ont ete ajoutes dans chaque 
puits (dilution en PBSTG : 1/2000, volume final : 
10 0 ^il /puits) et soumis a incubation pendant 1 heure a 
37°C. La revelation a ete effectuee par addition d'ortho- 

30 phenyl enedi amine (2mg/ml, pendant 10 minutes) . 

Les resultats presentes dans le tableau I 
annexe sont donnes en rapport de DO a 492 nm : signal 
peptide citrulline/ signal peptide non-citrulline . 

Ces resultats montent que, dans la majorite 

35 des cas, le rapport en DO peptide citrulline/peptide non- 
citrulline est superieur a 1, et illustrent done la bonne 
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sensibility des peptides citrullines par rapport aux 
peptides non-citrullines pour leur reactivite vis-a-vis 
des autoanticorps anti-f ilaggrine . 
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LISTE DE SEQUENCES 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1: 
TTCCTATACC AGGTGAGCAC TCAT 
( 2 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2S paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2: 
AG AC CCTGAA CGTCCAGACC GTCCC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 4 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 

Ser Thr Gly His Ser Gly Ser Gin His Ser His Thr Thr Thr Gin Gly 
1 5 10 15 

-* 

Arg Ser Asp Ala Ser Arg Gly Ser Ser Gly Ser Arg Ser Thr Ser Arg 
20 25 30 

Glu Thr Arg Asp Gin Glu Gin Ser Gly Asp Gly Ser Arg His Ser Gly 
35 40 45 

Ser 



BNSDOCIO. <FR 2773157A1J_> 



¥ f 2773157 

18 v. 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 a c ides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : peptide 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 

Ser Gin Asp Arg Asp Ser Gin Ala Gin Ser Glu Asp Ser Glu Arg Arg 

1 5 10 15 

Ser Ala Ser Ala Ser Arg Asn His Arg Gly Ser Ala Gin Glu Gin Ser 
20 25 30 

Arg Asp Gly Ser Arg 
35 

{ 2 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 14 acides amines 

(B) TYPE: acide amine" 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 5: 

Glu Gin Ser Ala Asp Ser Ser Arg His Ser Gly Ser Gly His 
! 5 10 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

{ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 6: 
Glu Ser Ser Arg Asp Gly Ser Arg His Pro Arg Ser His Asp 
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RE VEND I CAT I ONS 
1) Peptide comprenant un epitope reconnu par 
des autoanticorps anti-f ilaggrine presents dans le serum 
des patients atteints de polyarthrite rhumatoide, 

5 caracterise en ce que ledit epitope comprend un motif 
tripeptidique centre sur un residu citrulline, 
specif iquement present sur au moins un des peptides 
citrullines derives des sequences SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO : 6. 

10 2) Peptide selon la revendication 1, 

caracterise en ce au' il comprend le motif tripeptidique 
Ser-Cit-His, dans lequel Cit represente un residu 
citrulline . 

3) Antigene artificiel reconnu specif iquement 
15 par les auto- ant icorps anti-f ilaggrine presents dans le 
serum de patients atteints de polyarthrite rhumatoide, 
caracterise en ce qu'il comprend ou est constitue par au 
moins un peptide selon une quelconque des revendications 
1 ou 2 . 

20 4) Utilisation d'un antigene selon une 

quelconque des revendications 1 a 3, pour le diagnostic 
in vitro de la polyarthrite rhumatoide. 

5) Composition antigenique pour le diagnostic 
de la presence d 1 auto-anticorps specif iques de la 

25 polyarthrite rhumatoide dans un echantillon biologique, 
caracterisee en ce qu'elle contient au moins un antigene 
selon une quelconque des revendications 1 a 3 , 
eventuellement marque et/ou conjugue avec une molecule 
porteuse . 

30 " 6) Procede de detection des auto-anticorps 

specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans un 
echantillon biologique, lequel procede est caracterise en 
ce qu 1 il comprend : 

- la mise en contact dudit echantillon biologique avec au 
35 moins un antigene selon une quelconque des revendications 
1 a 3, dans des conditions permettant la formation d'un 
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complexe ant igene/ ant i corps avec les auto -anti corps 
specif iques de la polyarthrite rhumatoide eventuellement 
presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du complexe 
antigene/anticorps eventuellement forme. 

7) Necessaire pour la detection des auto- 
anticorps specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un antigene selon quelconque des 
revendications 1 a 3, ainsi que des tampons et reactifs 
appropri(§s p 0ur la constitution d'un milieu reactionnel 
permettant la formation d'un complexe antigene/anticorps, 
et/ou des moyens de detection dudit complexe 
antigene/anticorps. 
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